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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Edyty Czajkowskiej
pt. , Identyfikacja, klonowanie i ekspresja nowego genu taqllIRM z termofilnej bakterii
Thermus aquaticus na podstawie analizy bioinformatycznej sekwencji genomu,
uzyskanej metodami sekwencjonowania nowej generacji”

Termofilne bakterie Thermus aquaticus, a w szczegdlnosci izolowane z nich enzymy stanowig
szeroko uzywane narzedzia naukowe w biologii molekularnej, a takze w inzynierii genetycznej
w przemysle biotechnologicznym, przede wszystkim ze wzgledu na ich odpornosé na wysokie
temperatury.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest bardzo solidna warsztatowo, poniewaz
wpisuje sie w rozwojowy obszar badawczy, w ktérym od wielu lat uznanymi ekspertami sg
promotor pracy dr hab. Agnieszka Zylicz-Stachula oraz kierownik zespotu badawczego prof. dr
hab. Piotr Skowron.

Do recenzji dostarczono rozprawe doktorskg liczacg 136 stron tacznie z wykazem
pismiennictwa. Uktad pracy jest standardowy, przy czym rozbudowane cele pracy umieszczono
na poczatku przed wstepem teoretycznym, a wyniki pofgczono z dyskusjg. Taki uktad jest
spotykany w publikacjach naukowych i jak najbardziej dopuszczalny. Od strony redakcyjnej
praca zostata przygotowana bardzo starannie, zawiera jedynie drobne btedy ortograficzne, a
takze anglicyzmy w kilku miejscach, ktére nie majg wptywu na ocene merytoryczng rozprawy.
Pod wzgledem graficznym, zdjecia zeli elektroforetycznych mogtyby zostaé przedstawione w
wyzszej rozdzielczosci. Zastosowana rozdzielczo$¢ jest wprawdzie wystarczajgca do
interpretacji, jednak zadanie bytoby tatwiejsze, jesli zdjecia bytyby wyzszej jakosci.

Modelem badawczym jest szczep YT-1 wspomnianego gatunku bakterii Thermus aquaticus, a
doktorantka odwaznie podjeta wyzwanie weryfikacji hipotezy zaktadajgcej istnienie w genomie
T. aquaticus YT-1 niezidentyfikowanego jeszcze genu, jak pdiniej wykazano w niniejszej
rozprawie, ortologicznego do wczesniej zidentyfikowanego genu taqlIRM, kodujgcego enzym o
dwéch aktywnosciach: metylotransferazy (MTazy) oraz endonukleazy restrykcyjnej (REazy).
Hipoteza badawcza zostata postawiona na podstawie racjonalnej przestanki, tj. opisanej przez
promotorke niniejszej rozprawy rodznicy specyficznosci substratowej natywnego oraz
rekombinowanego enzymu RM.Tagll. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze byta to hipoteza
wysokiego ryzyka. Jak pokazujg wyniki recenzowanej rozprawy, warto byto podjg¢ wyzwanie,
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poniewaz praca jest klasycznym przyktadem udanej realizacji badania typu high-risk / high-
reward.

Rozprawa zawiera siedem celéw gtéwnych. To duza liczba, ale w petni uzasadniona przy tak
szerokim spektrum prac badawczych, od identyfikacji hipotetycznego genu, poprzez
sekwencjonowanie i analize bioinformatyczng genomu, do klonowania, nadekspresji,
oczyszczenia i scharakteryzowania sekwencji rozpoznawanej przez endonukleaze restrykcyjna
RM.Taqlll.

Wstep teoretyczny jest napisany przystepnie i ciekawie, stanowigc konsekwentny potok

myslowy. Przy szerokim zakresie tematycznym, ta cze$¢ rozprawy zajmuje tylko 27 stron, ale
zawiera wszystkie potrzebne informacje i Swiadczy o zdolnosci doktorantki do przedstawiania
zdobytej wiedzy w sposéb syntetyczny, a jednocze$nie zrozumiaty. Doktorantka umiejetnie
rozwija watki tematyczne od kwestii podstawowych po zaawansowane. Autorka rozprawy
szczegbtowo wyjasnia skad wynika odpornosé¢ m.in. na wysokg temperature enzymow
izolowanych z organizméw ekstremofilnych i mechanizmy przystosowawcze termofili do zycia
w wysokich temperaturach, stopniowo zawezajgc temat do charakterystyki bakterii Thermus
aquaticus. Analogicznie przedstawiona jest tematyka genomiki i metagenomiki: od kwestii
podstawowych po zaawansowane, z nastepujgcym zawezeniem do kwestii zwigzanych T.
aquaticus, z nawigzaniami do filogenetyki molekularnej rodzaju Thermus i ptynnym przejsciem,
poprzez aspekty ewolucji, do horyzontalnego transferu gendéw i opisu w tym kontekscie
systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych, tj. proceséw biologicznych, ktére stanowig
fundament koncepcyjny recenzowanej rozprawy. Wprawdzie w czesci wstepu, doktorantka
wprowadza pojecia bardzo podstawowe, wrecz podrecznikowe (np. definicja plazmidu), ale z
drugiej strony wskazuje to, ze zaawansowana wiedza doktorantki osadzona jest na solidnych
podstawach.

Mam tylko kilka drobnych uwag do tej czesci pracy. Opis lokalizowania
niescharakteryzowanych gendw poprzez analize sekwencji jest nieco archaiczny. Oczywiscie,
narzedzia, czy zasoby takie jak ORFfinder, BLAST, czy NCBI GenBank sg nadal z powodzeniem
uzywane, jednak warto bytoby wspomnieé nowsze narzedzia i bazy danych ukierunkowane na
metody wysokoprzepustowe i automatyzacje zadann. Podobng uwage mam do metod badania
transkryptomu. Owszem, metody takie jak SAGE Iub konstrukcja bibliotek cDNA i
sekwencjonowanie kazdego klonu s nadal stosowane, ale stopniowo wypierane przez
sekwencjonowanie catego transkryptomu z uzyciem wysokoprzepustowego sekwencjonowania
rownolegtego.

Legenda do Ryc. 2.4 zawiera nieprecyzyjne stwierdzenie dotyczgce sposobu detekcji sygnatu z
mikromacierzy: ,uzyskuje sie okreslone barwy, ktdre zalezne sq od intensywnosci sygnatu”.
Zasadniczo réine ,barwy” w sposdb sztuczny sg naktadane na monochromatyczne obrazy
mikromacierzy przez oprogramowanie do analizy danych, aby umozliwi¢ wizualng, wstepng
ocene jakosciowg doswiadczenia. Rézne kolory moga rzeczywiscie podkresla¢ réznice w
intensywnosci sygnatu, ale réwnie dobrze mogg stuzy¢ do zobrazowania sygnatu z réznych
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kanatow, jesli w doswiadczeniu prowadzi sie pomiar wzgledny, z uzyciem wiecej niz jednego
znacznika fluorescencyjnego, o réznych dtugosciach fali wzbudzenia. Intensywnos¢ sygnatu
emisji (,$wiecenia”) to niezalezny czynnik umozliwiajacy przeprowadzanie wtasciwej analizy
ilosciowe;j.

Przedstawione na stronie 17 przyktady zastosowania proteomiki sg jedynie waskim wycinkiem
mozliwosci jakie daje proteomika, tym niemniej sg powigzane z dziedzing, ktérej dotyczy
rozprawa.

W czesci dotyczacej genomiki doktorantka mogta bardziej rozwing¢ opis rearanzacji
genomowych, jako ze poza mutacjami punktowymi, s3 one gtéwng sitg napedowg ewolucji
(vide paralogi) i obejmujg swym zakresem znacznie wiekszg cze$¢ genomu niz sumarycznie
mutacje punktowe.

Cze$¢ metodyczna rozprawy jest zasadniczo poprawna, starannie przygotowana, réwniez od

strony redakcyjnej — zawiera liczne, przejrzyste i bogate informacyjnie ryciny oraz zestawienia
w tabelach. Protokoty laboratoryjne sg zwiezte, ale w zupetnosci wystarczajgce. Mam jednak
kilka komentarzy. Opis sekwencjonowania w rozdziale 4.3 (a takze innych metod w rozdz. 4.4 i
4.5) jest wprowadzeniem teoretycznym w technologie i jako taki powinien znalez¢ sie w czesci
teoretycznej. 0godlnie, omowienie skoncentrowane jest na aspektach technicznych,
obejmujgcych szczegdty rozwigzan sprzetowych/inzynierskich. To Swiadczy o zrozumieniu
technologii przez doktorantke. Niedosyt pozostawia jednak opis réznych sposobdw
fragmentacji genomu, ich zalet i wad, w szczegdlnosci, ze ten etap procedury ma istotny wptyw
na jakos¢ uzyskiwanych wynikow.

Z kolei witasciwy opis metodyczny analizy danych, tworzenia kontigdw i uzyskania petnej
sekwencji DNA uznaje za szczatkowy, a jest to przeciez istotny aspekt wykonanej pracy. Co
prawda w rozdziale 4.4 doktorantka przedstawita metody i narzedzia on-line do analizy
bioinformatycznej genomu, ale ponownie jest to wprowadzenie teoretyczne. Brakuje
szczegbtowego opisu procedury analizy bioinformatycznej wykonanej w ramach recenzowanej
rozprawy. Jak mozna wnioskowaé w dalszej czesci z opisu wynikdéw, sekwencjonowanie zostato
zlecone zewnetrznemu wykonawcy. To wyjasnia niedostateczny opis metodyki tej czesci
doswiadczen, nie usprawiedliwia jednak jego braku. Nie podano chociazby gdzie i przez kogo
zostato wykonane sekwencjonowanie, a takg informacje podaje sie standardowo w
publikacjach naukowych, w przypadku prac zleconych.

W opisie metody nested-PCR (rozdz. 4.5.1) znajduje sie niescistos¢. Tak jak stwierdza
doktorantka, ta metoda rzeczywiscie moze stuzy¢é zwiekszeniu czutosci standardowej reakcji
PCR, ale przede wszystkim swoistosci, a o tym nie wspomniano w tekscie.

Ponadto, mam uwage dotyczacg terminologii, ktéra odnosi sie z resztg réwniez do pozostatych
czesci pracy. Doktorantka konsekwentnie uzywa okreslenia ,sekwencjonowanie nowej
generacji” (ang. Next Generation Sequencing). Jest to wprawdzie nazwa uzywana powszechnie,
tym niemniej potoczna. Bardziej wtasciwe jest np. okreslenie ,wysokoprzepustowe
sekwencjonowanie réwnolegte” (ang. massively parallel sequencing) tym bardziej, ze metoda
jest znana od ponad dekady, stad trudno nadal uznawa¢ jg za nowa.
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Wyniki pracy i dyskusja sg bardzo szczegdétowo przedstawione i wyczerpujagco omodwione, z

jednym wyjatkiem. Ten apekt pracy, ktéry dotyczy wyskoprzepustowego sekwencjonowania
réwnolegtego genomu na platformie lllumina (we wszystkich jej czesciach, tj. metodach,
wynikach i dyskusji), oceniam stabiej niz pozostate elementy rozprawy. Rozumiem, ze
wykonanie sekwencjonowania i powigzanych analiz bioinformatycznych zostato zlecone
wyspecjalizowanemu wykonawcy (zapewne, bo nie podano stosownej informacji) i stanowito
cel o charakterze instrumentalnym, ktérego realizacja umozliwita osiggniecie innych, bardziej
wyeksponowanych w rozprawie celdw. Jako ze cele te zostaty osiggniete, pozostaje zatozyé, ze
sekwencjonowanie i powigzana analiza danych zostaty wykonane mimo wszystko poprawnie.
Tym niemniej, moim zadaniem jest krytyczna ocena rozprawy w oparciu o dostepne
informacje, a nie domniemania.

Zaréwno w czesci metodycznej jak i w wynikach, sposéb analizy danych, tworzenia kontigéw i
uzyskania petnej sekwencji DNA zostat zaopatrzony jedynie w szczgtkowy opis. Podobng uwage
mam do opisu technicznych parametréw sekwencjonowania. Doktorantka nie podata np.
dtugosci odczytéw, czy sekwencjonowanie zostato wykonane jako single-end lub paired-end,
jaka byta gtebokos¢ i wydajnosé sekwencjonowania, oraz istotnos¢ statystyczna predykcji
przypuszczalnej funkcji zidentyfikowanych gendw. To sg parametry wazne i standardowo
podawane w publikacjach wykorzystujgcych wysokoprzepustowe sekwencjonowanie
rownolegte.

Ponadto, nie jest jasne czy wszystkie uzyskane sekwencje zostaty zdeponowane w publicznie
dostepnych bazach danych, a jest to rutynowa czynnos¢ przed publikacjg tego typu wynikow.
Doktorantka podaje, ze ,uzyskano 108 kontigdbw o roézinej dtugosci”. To bardzo ogodlna
informacja. Nie wiadomo jakiej wielkosci kontigi uzyskano. Wskazane bytoby umieszczenie w
rozprawie stosownej tabeli.

Odnosnie tabeli 5.1 ,Podsumowanie wynikdw poszukiwania sekwencji kodujacych biatka,
zlokalizowanych w kontigu jcf180000008186”, w nagtéwku bardziej wtasciwe bytoby uzycie
okreslenia ,przypuszczalna funkcja kodowanego biatka” zamiast ,,nazwa biatka”, poniewaz nie
wykonano rzeczywistej, biochemicznej analizy funkcjonalnej. Ponadto, z opisu nie wynika czy
sprawdzono potencjalne geny pod katem wystepowania w sekwencji kodondw nonsense, co
wskazywatoby na pseudogeny. Ta tabela jest réwniez zbyt uboga w informacje. Zeby ocenié
wartos¢ podanych predykcji przydatoby sie chociazby umieszczenie w tabeli wiekszej ilosci
danych z analiz BLAST (analogiczne uwage mam do tabel 5.2i 5.3).

Tym niemniej, zasadniczy cel, tj. identyfikacja przypuszczalnych gendw systemu RM zostat
osiggniety, a negatywny wydzwiek powyzszych komentarzy niweluje ponowne wykonanie
sekwencjonowania z uzyciem technologii SMRT (Pacific Biosciences), we wspotpracy z
renomowanym partnerem, tj. New England Biolabs. W konsekwencji otrzymano sekwencje
szesciu megaplazmidow oraz sekwencje DNA chromosomowego. Dane uzyskane z platformy
PacBio zostaty zdeponowane w NCBI w bazie sekwencji nukleotydowych, tym niemniej podane
przez doktorantke numery dostepu sg odnosnikami do sekwencji tylko dwdch plazmidéw. Czy
podjeto probe ztozenia szkicu sekwencji catego, kompletnego genomu? Taka informacja
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znajduje sie na s. 83 rozprawy, jednak nie podano odnosnikow do stosownych sekwencji
nukleotydowych.

Kolejne wyniki, wraz z dyskusja, nie budzg juz wiekszych zastrzezen i s bardzo dobrej jakosci —
demonstrujg ogrom wykonanej przez doktorantke pracy, skrupulatnos¢ i gteboki wglad w
tematyke badawcza.

Wysoko oceniam petne wykorzystanie potencjatu technicznego metody SMRT, w znaczeniu
analizy modyfikacji DNA (tu: metylacji DNA). Ta analiza dostarczyta posrednich dowodéw na
istnienie az szesciu funkcjonalnych metylotransferaz lub systeméw RM w badanym szczepie
bakteryjnym, z ktérych to systemdéw wczesniej poznano tylko trzy. W tym kontekscie mam
nastepujace pytanie: czy podjeto prébe szerszego scharakteryzowania pozostatych trzech
systemow RM?

Doceniam réwniez ostrozne, krytyczne podejscie doktorantki do wifasnych wynikéw. W
szczegoblnosci, na podstawie wynikdw sekwencjonowania na platformie PacBio, doktorantka
wykryta kontaminacje préby innym gatunkiem bakterii i z powodzeniem podjeta wieloetapowe
dziatania zaradcze. Analogicznie, podczas klonowania genu taql/lIRM, ze wzgledu na bardzo
wysokie podobieinstwo do sekwencji tagllIRM doktorantka wdrozyta kontrole jakosci
przygotowanej wstawki, aby wykluczy¢ ryzyko kontaminacji niewtasciwym fragmentem DNA.
To wszystko w mojej ocenie swiadczy o dojrzatosci naukowej doktorantki.

Podobnie, na zaradnos¢ doktorantki wskazuje zastosowanie prostego, aczkolwiek skutecznego
rozwigzania problemu podobienstwa sekwencji gendw taq//IRM i taqllIRM uniemozliwiajgcego
swoistg amplifikacje indywidualnej sekwencji kazdego z tych gendéw w standardowej reakcji
PCR. W takiej sytuacji, mozna by ucieka¢ sie do ztozonych, zaawansowanych i przez to
kosztownych, czasochtonnych metod, jednak wystarczajgce okazato sie zastosowanie nested-
PCR po odpowiedniej optymalizacji warunkow reakgji.

Pytania i uwagi odnosnie rozdziatéw elektroforetycznych:

1) Fot. 5.8, panel, Sciezka 7: brak interpretacji czwartego, dodatkowoego prazka (o
najwyzszej MW), ktorego nie przewiduje teoretyczny wzoér trawienia — prosze o
wyjasnienie.

2) Fot. 5.9, sciezki 1-4 i 8: brak komentarza do produktu w $ciezce nr 2 (klon negatywny),
tym bardziej, ze w innych klonach negatywnych ten produkt (byé moze niespecyficzny?)
nie wystepuje — prosze o wyjasnienie.

3) Fot. 5.12, sSciezka K - biatko RM.Taqll: czy widoczny podwodjny prazek — moze wynikac z
niedoczyszczenia wzorca, btedu rozdziatu lub naniesienia na zel, czy z innej przyczyny?

4) Fot. 5.19: Uwazam, ze to doswiadczenie powinno zostaé¢ powtdrzone, ze wzgledu na
staby, w zasadzie nieudany rozdziat elektroforetyczny w szczegdlnosci wiekszych
fragmentow (np. nietrawiony produkt PCR powinien by¢ widoczny jako pojedynczy,
ostry prazek). Czy stezenie i wielkos¢ zelu, oraz warunki i parametry rozdziatu zostaty
wiasciwie dobrane?
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5) Fot. 5.20: Nieoptymalny rozdziat; przydatby sie wzér trawienia in silico, tak jak w
przypadku innych rozdziatéw zaprezentowanych w pracy. Ponadto, nie zostato
wyjasnione niecatkowite trawienie substratu. Prosze o komentarz.

Ponadto, mam jeszcze ponizsze drobne uwagi krytyczne, ktére jednak nie wynikajg z istotnych
niedostatkéw pracy, a raczej z braku precyzji w przekazie mysli naukowych i niewielkich
potknieé redakcyjnych.

Na stronie 89 rozprawy znajduje sie nieprecyzyjnie sformutowane zdanie: , Dzieki zjawisku HGT
i rearanzacji genomu bakterie z rodzaju Thermus posiadajg tzw. plastyczny genom, ktory
umozliwia im bytowanie w warunkach wysokotemperaturowych”. Uwazam, ze bardziej
wtasciwym sformutowaniem bytoby np.: ,HGT i rearanzacje genomu sg mechanizmami
ewolucyjnymi zapewniajgcymi plastycznos¢ genomu i w konsekwencji wyksztatcenie
przystosowania do warunkéw wysokotemperaturowych”.

Przy wielostronicowych rycinach wskazane bytoby powtdrzenie legendy na poszczegdlnych
stronach. Niektére legendy sg réwniez niekompletne np. do rys. 5.4, jednak zawartos¢ ryciny
jest mimo to zrozumiata.

Opis powiekszen mikroskopii elektronowej w gtéwnym tekscie nie jest w petni zgodny z
legendami do Fot. 5.2 - 5.5. Ponadto, prosze o odpowiedZ na pytanie czy poszczegélne panele
fotografii z mikroskopow elektronowych (np. Fot. 5.2) przedstawiajg ten sam obszar pod
roznym powiekszeniem czy rézne obszary preparatu? Niezaleznie od odpowiedzi, to powinno
by¢ zaznaczone bezposrednio na fotografiach lub w legendzie.

Prosze réwniez o odpowiedzZ na pytanie, czy artefakty widoczne na Fot. 5.5 (TEM) mogg by¢
efektem niewtasciwego utrwalenia preparatu i w konsekwencji obkurczenia cytozolu?

Ostatnig czescig rozprawy jest ,podsumowanie”, ktére ze wzgledu na w duzej mierze

techniczny i opisowy charakter wykonanych badan, nie zawiera typowych wnioskéw, tylko liste
wykonanych zadad. Podsumowanie dobrze wspétgra z listg siedmiu ambitnych celow
postawionych w pracy, ktdre zostaty z powodzeniem osiggniete. Jedyne zastrzezenie mam do
sposobu w jaki zostat sformutowany i zrealizowany cel dotyczacy analizy bioinformatyczne;j
genomu. Uwazam, ze doktorantka powinna byta ograniczy¢ te cze$¢ pracy do wybranych
megaplazmidéw zawierajgcych geny badanych systemdw restrykcyjno-modyfikacyjnych. Tym
bardziej, ze powigzany cel miat charakter instrumentalny dla innych, nadrzednych celéw pracy.
W ten sposob doktorantka uniknetaby niedostatkéw opisanych w niniejszej recenzji. Tym
niemniej, jest to jedyna gtéwna uwaga o negatywnym wydzwieku na temat pracy bardzo
dobrej pod innymi wzgledami.

Ponadto, wyniki badan zostaty opublikowane w Nucleic Acids Research. Doktoranta jest
wprawdzie trzecim autorem tego raportu badawczego, ale jest to bardzo dobra praca,
opublikowana w prestizowym czasopismie, stagd zapewne efekt oddziatywania tej publikacji
bedzie duzy i trwaty.
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W swietle wyzej przedstawionej, pozytywnej oceny recenzowanej rozprawy doktorskiej,
stwierdzam, Ze zostaty spetnione wymogi formalne i merytoryczne stawiane rozprawom
doktorskim, zawarte w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym. Wnosze do Rady
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Edyty Czajkowskiej do dalszych
etapdéw przewodu doktorskiego.

Lot

dr hab. Arkadiusz Piotrowski, prof. nadzw. GUMed

Gdansk, 24 marca 2019 roku
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